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ABSTRACT

Marine ecosystems have a very large amount of resources, most of them are still partially
unknown, and few have been exploited for development of new industrial and toxicological
products. The objective of this investigation was to determine if ascidia Rhopalaea sp. from the
Pacific coast of Costa Rica had these chemical defenses against the bacteria Staphylococcus
aureus and fungi Geotrichum candidum, and if so, to determine their main secondary metabolites
in the extract. Ascidian was collected from the zone of Cuajiniquil, Guanacaste, between
December 2007 and March 2008. Activity evaluation against the Gram positive bacteria and
fungi was performed on ethanolic (95%) and acetonic extracts. Both extracts showed activity
against Geotrichum candidum but only the acetonic extract showed activity against
Staphylococcus aureus. A coumarin and one hydroxyanthraquinone were isolated from a crude
extract of Rhopalaea sp. as metabolites present in the active fraction. The purification and
isolation were performed by chromatographic techniques and solid phase extraction. Structural
information was obtained by spectroscopy analyses: Ultraviolet (UV-Visible), Fourier Transform
Infrared (FT-IR), Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry (LC/MS/MS), Gas
Chromatography Mass Spectrometry (GC/MS), Nuclear Magnetic Resonance of Proton (‘H-
NMR), and Carbon-13 (*C-NMR). Further studies are necessary for a characterization of their

active components of this extract and a possible elucidation of the mechanisms of action.
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RESUMEN

Los ecosistemas marinos poseen una gran cantidad de recursos escasamente explotados que
tienen grandes perspectivas para el desarrollo de nuevos productos industriales y toxicoldgicos.
El objetivo de esta investigacion fue determinar si la ascidia Rhopalaea sp. de la costa Pacifica
de Costa Rica presenta estas defensas quimicas contra la bacteria Staphylococcus aureus y el
hongo Geotrichum candidum, y si es asi, determinar metabolitos secundarios presentes en el
extracto. Se colecto la ascidia en la zona de Cuajiniquil en la provincia de Guanacaste entre los
meses de diciembre del 2007 y marzo del 2008. Se realizaron extractos crudos en acetona y
etanol al 95% para evaluar la actividad contra una bacteria Gram positiva y un hongo. Ambos
extractos presentaron actividad contra Geotrichum candidum y el extracto acetéonico mostrd
actividad contra Staphylococcus aureus. Se logro aislar y caracterizar globalmente una cumarina
y una hidroxiantraquinona como metabolitos presentes en la fraccion responsable de la actividad
bioldgica presentada. La purificaciéon fue llevada a cabo con técnicas cromatograficas y
extraccion en fase solida. La informacion estructural fue obtenida por analisis espectroscopicos;
Ultravioleta (UV-Visible), Infrarrojo con Transformada de Fourier (FT-IR), Cromatografia
Liquida acoplada a Espectrometria de Masas (LC/MS/MS), Cromatografia de Gases acoplada a
Masas (GC-MS), Resonancia Magnética Nuclear de Proton (‘"H-NMR) y Resonancia Magnética
de Carbono 13 (*C-NMR). Se recomienda estudios futuros para la caracterizacion de los

principios activos de este extracto y una posible elucidacion de sus mecanismos de accion.
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1 INTRODUCCION

1.1 Antecedentes y justificacion

La historia de los productos naturales bioactivos inicid hace mas de 100 afos. En el sentido mas
amplio, éstos se definen usualmente como los compuestos quimicos derivados y aislados de los
organismos vivos de la naturaleza como las plantas, animales, microorganismos y especies
marinas, sintetizados durante el metabolismo primario o secundario de los mismos (Mann,
1996).

Se ha confirmado que los metabolitos secundarios constituyen una fuente de productos naturales
con actividad biologica diversa comprobandose, entre otras, su actividad antibacteriana,
antifingica,  antiviral, = antineopldsica, anticancerigena,  anticoagulante, citotoxica,
hipocolesterolémica, antihelmintica, insecticida, neurotoxica, molusquicida, inhibidores o
promotores de crecimiento vegetal. Esta gama de propiedades, permite a estos compuestos tener
un gran potencial de aplicacion, ya sea aislandolo o usando directamente el extracto o infusion
del compuesto al que se le ha detectado una actividad bioldgica especifica, empleandolo como
precursor en la sintesis de compuestos orgénicos o para caracterizar la estructura de sus centros
activos con el fin de modelar nuevas sustancias con propiedades preestablecidas (Gonzalez,
2001).

El creciente interés por el estudio de los metabolitos secundarios ha dado origen a la descripcion
de un gran nimero de compuestos. Esto ha sido motivado por inquietudes farmacoldgicas en un
principio y, posteriormente, por conocer el rol que estos metabolitos desempefian durante el ciclo
vital de los organismos que los sintetizan, asi como, llegar a comprender como estos compuestos
contribuyen al funcionamiento de los sistemas ecologicos (Gonzalez, 2001; Fuller et al., 1992).
Con el paso del tiempo las investigaciones quimicas relacionadas con el aislamiento, biosintesis
y elucidacion estructural de nuevos compuestos provenientes de la naturaleza han contribuido
con el avance farmacéutico y agricola, por ejemplo en el tratamiento de enfermedades y plagas,

mediante la formulacion de nuevos productos quimicos (AL-Zereini, 2006).



La quimica de los productos naturales estd estrechamente relacionada con el aislamiento,
biosintesis y elucidacion de estructuras de nuevos compuestos quimicos que actiien como
poderosos agentes protectores, tanto de la salud humana como de los cultivos agricolas. Debido a
su diversidad quimica y sus variadas actividades contra diversas enfermedades, los productos
naturales juegan un rol importante dentro de la investigacion agricola y farmacéutica (Faulkner,
2002).

A pesar de la gran extension del océano mundial, las formas de vida marina permanecen aun
poco exploradas como una fuente de sustancias industriales (Pesando, 1990), siendo las plantas
terrestres las que constituyen todavia la fuente principal de estudios con este fin. La mayor parte
de la investigacion biomédica marina ha sido desarrollada en animales, principalmente
invertebrados tales como: esponjas, poliquetos, moluscos y equinodermos (Green, 1977; Bakus
et al., 1986). Fue hasta finales de la década de los cuarenta que los cientificos se interesaron en
realizar estudios con organismos marinos (Proksch et al., 2003). La linea de investigacion
quimica en productos naturales marinos se inici6 a finales de la década de los setenta. Su
crecimiento acelerado se atribuye a los novedosos compuestos bioactivos que han sido aislados a
partir de los organismos marinos, ademas del gran potencial de los mismos en diversos campos,
especialmente en la produccion de nuevos farmacos para la cura de enfermedades. El interés de
la ciencia por el ambiente marino se ve reflejado con el incremento en el numero de
publicaciones cientificas, en el descubrimiento de numerosos compuestos quimicos bioactivos y
la gran cantidad de organismos marinos estudiados con el paso de los afios (Riguera, 1997).

Los resultados de los estudios en productos naturales marinos indican que mas del 80% de sus
aplicaciones van dirigidas a tres campos principales, los cuales corresponden a la salud humana,
la alimentacién y la industria cosmética. Por tanto la razén primordial de las investigaciones en
productos naturales marinos es la busqueda de compuestos quimicos bioactivos futiles y
aplicables para los seres humanos (Riguera, 1997). Segiin AL-Zereini (2006) para el afio 2003
alrededor de un 6% del total de los productos naturales marinos fueron obtenidos de tunicados,

donde el mayor problema es su identificacion debido a su complicada taxonomia.



No obstante, son pocos los estudios realizados con urocordados (tunicados) marinos como las
ascidias alrededor del mundo. En paises como Cuba, Puerto Rico, Brasil, Estados Unidos y
Espaia se han llevado a cabo estudios biologicos, taxondmicos y quimicos de dichos organismos
(Proksch et al., 2003). Sin embargo, los reportes investigativos en Costa Rica con respecto a la
actividad y aislamiento de compuestos a partir de ascidias han sido escasos, debido al poco
impulso que ha tenido este campo y a la dificil clasificacion de este tipo de organismos marinos

(Davies-Coleman and Beukes, 2004).

1.2 Aspectos relacionados con las ascidias

Hace mas de 630 millones de afos evoluciondé un nuevo patrén de desarrollo embrionario,
apareciendo una nueva linea de animales, los deuterostomados, que incluye dos filos
superficialmente diferentes: los equinodermos (phylum Echinodermata) y los cordados (phylum
Chordata) que incluyen a los vertebrados (Ruppert and Barnes, 1996).

El filo cordado estd compuesto por los siguientes grupos: los Protocordados (Acraneos) y los
Craneados. Dentro del grupo de los Protocordados existen dos subfilos; los Urocordados o
Tunicados, al cual pertenecen las ascidias; y los Cefalocordados, donde se incluyen las lancetas
marinas (Pough, 1996).

Los urocordados (cordados con cola) o tunicados comprenden alrededor de 3000 especies
ampliamente distribuidas por todos los mares, desde cerca de la costa hasta grandes
profundidades. La mayoria son sésiles en estado adulto, aunque algunos son libres. EI nombre
tunicados estd sugerido por la tinica exoesquelética resistente e inerte que reviste y protege al
animal, la cual estd formada por proteinas, agua y carbohidratos, contiene también células
sanguineas y fibras estructurales formadas por una clase de celulosa llamada tunicina, que
proporciona a la tinica resistencia y elasticidad. Cuando son adultos, los tunicados son cordados
altamente especializados, ya que en la mayoria de sus especies solamente la forma larvaria
(semejante a un renacuajo microscopico) presenta las caracteristicas distintivas de los cordados.
Durante la metamorfosis la notocorda y la cola desaparecen mientras que el cordon nervioso

dorsal queda reducido a un simple ganglio (Ruppert and Barnes, 1996).



Las especies del subfilo Urocordados estan clasificadas en cuatro clases: Ascidiacea, Sorberacea,
Thaliacea y Appendicularia (McClintock and Baker, 2001). La clase Ascidiacea corresponde a la
mas variada y extensa de las cuatro clases de tunicados, y la tinica con quimica reportada. El
nimero total de especies de ascidias existentes en el mundo no es conocido, sin embargo se
estima que sobrepasa los cientos (McClintock and Baker, 2001).

Todas las especies de ascidias, excepto unas pocas, son organismos marinos sésiles, uno de sus
extremos se fija al sustrato y el opuesto tiene dos aberturas que corresponden al sifon bucal
(inhalante) y al sifon atrial (exhalante). Las ascidias son hermafroditas y son llamadas
popularmente “jeringas de mar” debido a que algunas especies descargan con fuerza un chorro
de agua por el sifon exhalante cuando se les irrita (Caridad, 2005).

Las ascidias pueden encontrarse desde aguas poco profundas hasta mas de 200 m de
profundidad, su longitud varia desde 1 mm a 18 cm. Estos animales pueden ser solitarios,
coloniales o compuestos, aunque los mas abundantes son los coloniales, como se ilustra en las
Figuras 1.1 y 1.2 (Caridad, 2005).

Las ascidias solitarias tienen normalmente formas esféricas o cilindricas hasta formas totalmente
irregulares. Hacia el exterior se observan dos salientes, el sifon inhalante y el siféon exhalante. El
extremo inferior se fija al sustrato mediante estolones como se muestra en la Figura 1.1 (Salhi,

2005).

Figura 1.1. Ascidia solitaria Figura 1.2. Ascidia colonial

Fuente: www.biophoto.net Fuente: www.geocities.com



Las larvas de las ascidias tienen forma alargada y transparente, (Figura 1.3) y nadan mediante la
cola postanal, la musculatura somatica y la notocorda. La boca de la larva dara lugar al sifon
inhalante y su faringe esta perforada por unas pocas hendiduras que se abren a una bolsa que la
rodea llamada atrio. Aunque el atrio no abre al exterior en la larva, mas tarde queda expuesto a la
superficie y se transforma en el sifon exhalante (Caridad, 2005).

Al final del estado de natacion libre la larva cae al fondo, momento en el cual se fija mediante
tres papilas adhesivas anteriores a un sustrato. A continuacion ocurre una metamorfosis radical,
provocando que la cola se retraiga y se reabsorban la notocorda y el corddén nervioso,

convirtiéndose en adultos sésiles (Salhi, 2005).

- Oeala
Estatocista ;':fr_'.;‘-::‘l' Sitén atrial

Boca

Papila 7,
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Atrlo Corazén  Egidmage
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branguiales

Figura 1.3. Estructura de una larva de ascidia

Fuente: www.asturnatura.net

El sifon inhalante anterior abre internamente a una gran faringe, y un circulo de tentaculos orales
se extiende desde el sifon impidiendo que las particulas grandes puedan entrar con la corriente de
agua. Las paredes de la faringe estan perforadas por pequefias hendiduras branquiales que
permiten que el agua pase desde la cavidad faringea al atrio circundante y salga por el sifon
exhalante (Salhi, 2005).

Las ascidias son animales filtradores que recogen el plancton de la corriente de agua, del cual se
alimentan, pasando por la faringe y terminando en el es6fago. En la cara ventral de la faringe hay
un surco profundo, el endostilo, que se extiende a lo largo de la pared de la faringe. El endostilo,
que es el antecesor evolutivo de la glandula tiroides de los vertebrados, es el centro principal de

la elaboracion de un mucus especializado que contiene yodo y tirosina (Salhi, 2005).



El sistema circulatorio de las ascidias esta constituido por un corazén, que es un tubo corto en
forma de U situado en la base del sistema digestivo (Figura 1.4). Una caracteristica unica del
sistema circulatorio de los tunicados es el cambio periodico del sentido del flujo circulatorio que
tiene lugar cada 2 6 3 minutos, mediante alternancia del inicio de las ondas contréctiles en uno y
otro de los extremos del corazon (Salhi, 2005). Otro rasgo destacado es la presencia de niveles
significativamente altos de elementos poco comunes en la sangre, como vanadio (V) o niobio

(Nb). La funcion de estos elementos atin es un misterio (Ruppert and Barnes, 1996).

Sif fn exchalante

Tentdculos branquiales

Figura 1.4. Vista lateral esquematica de una ascidia solitaria

Fuente: www.animaldiversity.com

Las ascidias, como otros tunicados, son animales amoniotélicos que eliminan el nitrogeno
proteico bajo la forma de amoniaco. Sin embargo, otros productos metabdlicos como el acido
urico y el oxalato célcico (uratos), no son excretados sino que se almacenan internamente y solo
se liberan cuando muere el animal (McClintock and Baker, 2001). La clase Ascidiacea esta
constituida por dos oOrdenes, tres subordenes, nueve familias y cuarenta géneros. El género
Rhopalaea (Cuadro 1.1, Figura 1.5) se encuentra dentro del orden Enterogona, suborden

Phlebobranchia y pertenece a la familia Cionidae (McClintock and Baker, 2001).

Cuadro 1.1. Clasificacion taxonomica de la ascidia Rhopalacea sp.

Phylum  Subphylum Clase Orden Suborden Familia Género

Chordata | Urocordados | Ascidiacea | Enterogona | Phlebobranchia | Cionidae Rhopalacea




Las especies del género Rhopalaea recolectadas en América se han caracterizado por ser ascidias
solitarias que poseen una tunica lisa color violeta oscuro, semitransparente y suave. Tienen una
longitud de aproximadamente 10 centimetros y ambos sifones son cortos. Su cuerpo esta divido
en térax y abdomen, este ultimo se encuentra fijo al sustrato mediante expansiones de la tunica,
normalmente adheridos a arrecifes y fisuras de las rocas (Carballo, 2006).

Estas ascidias se consideran como un grupo clave en los ecosistemas marinos, debido a la gran
sensibilidad que manifiestan frente a factores de estrés como la excesiva sedimentacién o la
contaminacion de las aguas. Ademads, el intenso transito maritimo ha permitido que estas
especies se introduzcan en marinas y puertos de zonas adyacentes fuera de sus comunidades,
donde contribuyen notablemente a la depuracion de aguas contaminadas (industriales o urbanas),
ya que acumulan e inmovilizan agentes contaminantes del agua y de los sedimentos, por lo que

pueden ser utilizadas para el monitoreo y control ambiental de algunas areas costeras (Carballo,

2006).

Figura 1.5. Ascidia del género Rhopalaea

Fuente: www.edge-of-reef.com

La simbiosis con algas y bacterias (incluyendo las cianobacterias) en ascidias es muy amplia, a
¢sta se le atribuye la coloracion de las mismas y la produccion de metabolitos de defensa.
Ademas muchos de los metabolitos secundarios son muy similares a los producidos por las
bacterias, y la distribuciéon taxondmica de los metabolitos en las ascidias lo confirman

(McClintock and Baker, 2001).



1.3 Aplicaciones de las ascidias

Desde mucho antes del siglo XIX, diferentes grupos de organismos marinos como algas y
ascidias han sido utilizadas por la medicina tradicional china para curar enfermedades como el
bocio y combatir desordenes estomacales y de hipertension, entre otros (Schwimmer and
Schwimmer, 1955). Durante los afios mas recientes, los organismos marinos han incrementado la
atraccion de los cientificos. Con el alcance en el desarrollo de la taxonomia moderna durante el
siglo XIX, se logra facilitar la busqueda de sustancias provenientes del océano, lo que cautivo el
interés de los europeos debido al progreso del entendimiento en las ciencias y a los fundamentos
que se habian adquirido acerca del rol de estos organismos en la farmacologia y otras posibles
aplicaciones (Diaz-Piferrer, 1979).

Segn reporté Davidson (1993), en el caso de las ascidias, estas demostraron una especial
habilidad de biosintetizar metabolitos derivados de aminoacidos, ya que mas del 80% de los
compuestos identificados son nitrogenados. Entre estos compuestos estan incluidos los péptidos
(lineales y ciclicos) y varios alcaloides, ademas de otros sustancias presentes de menor
significancia como terpenoides, isoprenoides, hidroquinonas, derivados de &cidos grasos y
poliéteres (McClintock and Baker, 2001).

En los ultimos afios, el descubrimiento de nuevos productos marinos con aplicacion
farmacologica e industrial ha intensificado el estudio taxondémico y faunistico de la clase
Ascidiacea (Carballo, 2006). Las ascidias son una fuente rica en metabolitos secundarios que
muestran actividades citotoxicas, antimicrobianas y antivirales (Fenical et al., 1990).

En 1980 fueron aislados una serie de metabolitos activos con importancia farmacologica a partir
de ascidias. El primero de ellos, didemnin B (Figura 1.6a) de la ascidia Trididemnum solidum,
fue el primer compuesto marino purificado que se introdujo en pruebas clinicas contra el cancer
humano, estas evidenciaron la inhibicion de la sintesis de ARN, ADN y de proteinas en varias
células cancerigenas, ademas de mostrar actividad anti-viral e inmunosupresiva (Rajeev and Xu,
2004). Posteriormente en 1999, la aplidina (Figura 1.6b) aislada de Aplidium albicans, supero la
actividad del didemnin B (Blunt et al., 2006). Finalmente la ecteinascidina 743 (Figura 1.6¢) se
aislo de la especie Ecteinascidia turbinata, el cual es el compuesto activo del farmaco conocido
como yondelis, designado en el 2001 por la EMEA (European Agency for the Evaluation of

Medicinal Products) como efectivo contra el sarcoma de tejidos blandos, y en el 2003 para el
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cancer de ovario (Carballo, 2006). La aplidina actualmente esta sometida a pruebas clinicas para
el tratamiento del melanoma y carcinomas colorrectales, renales, medulares de tiroides,
pulmonares, pancreales, de cabeza y de cuello (no cerebral). Asimismo, la aplidina también
muestra actividad para el tratamiento de neoplasias malignas, leucemia pediatrica y linfomas
humanos (Blunt et al., 2006).

Segun Rinehart (2000) los compuestos didemnin B, aplidina, y ecteinascidina 743 aislados de
diferentes especies de ascidias, pertenecen al grupo de los seis metabolitos bioactivos derivados
de organismos marinos que han tenido mayor relevancia en las actuales lineas de investigacion
farmacologica y que estan siendo evaluados clinicamente para su posible aplicacion como

tratamiento de enfermedades presentes en los seres humanos.
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Figura 1.6. Compuestos con actividad farmacologica aislados de ascidias
a) Didemnin B, b) Aplidina y c) Ecteinascidina 743
Fuente: Faulkner, 2002.



Dentro de los trabajos reportados en “Marine Natural Products” hasta el afio 2006 enfocados en
la busqueda de nuevos metabolitos secundarios bioactivos presentes en ascidias estan los de
Hooper (1995) reportando un metabolito amino derivado aislado de la ascidia Pseudodistoma sp.
que revelaba propiedades antimicrobianas; Garcia et al. (1996) en el siguiente afio aislo cinco
metabolitos de la especie Leptoclinides dubius, derivados de aminoacidos que mostraron
citotoxicidad. Mas adelante Liu et al. (2005) reportaron el compuesto lissoclibadin 1 aislado de
la especie Lissoclinum cf. badium con actividad antibacterial, y Doisy et al. (2004) aisl6 la
halocidina, un péptido antimicrobial de la especie Halocynthia aurantium (Blunt et al., 2006). El
metabolito styelins A-E aislado de la ascidia solitaria Styela clava, reportado como un derivado
del aminoacido fenilalanina, mostrd actividad inhibitoria contra microorganismos patogenos
humanos como Staphylococcus aureus y Escherichia coli (Lehrer et al., 2003).

Los autores Hooper (1995), Garcia et al. (1996) y Lehrer et al. (2003) han concluido que los
metabolitos secundarios aislados por ellos de las especies Pseudodistoma sp., Leptoclinides
dubius y Styela clava, respectivamente, son derivados de aminoacidos. Ademas fueron sometidos
a estudios antimicrobianos obteniéndose resultados positivos.

Aun sabiendo que los metabolitos secundarios obtenidos a partir de ascidias pueden tener
bioactividad contra cepas bacterianas e incluso a las resistentes a antibioticos comerciales, son
muy pocos los estudios realizados al respecto. Entre ellos también se destacan los compuestos
polisulfurados aislados por Makawva et al. (1995) de la ascidia Polycitor sp., los cuales
mostraron potentes actividades inhibitorias contra patégenos humanos como Staphylococcus
aureus y Bacillus subtilus.

De la ascidia Rhopalaea sp. cerca de la isla de Okinawa en Japén se encontr6 que produce un
alcaloide llamado Rhopaladine C (Figura 1.7) que muestra actividad antibacterial contra las
bacterias patogenas Sarcia lutea y Corybebacterium xerosis (Sato et al., 1998). Otra especie de
ascidia, Aplidium meridianum, present6 nuevos alcaloides indélicos, llamados meridianine B, C,
D y E (Figura 1.8) que han demostrado actividad contra células adenocarcinomas (Franco et al.,
1998). También de la ascidia Eudistoma olivaceum del Mar Caribe se han aislado varios tipos de
B-carbolines: Eudistomins A, G, H, P, D, J, N, O, R, S, C, E, F, K, y L (Figura 1.9, en el orden

citado), todos los cuales presentan alta actividad antiviral y antibacterial (Davidson, 1993).
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Figura 1.7. Rhopaladine C aislado de la ascidia Rhopalaea sp. de la isla de Okinawa

Fuente: Sato et al., 1998

].R‘l:GH, R2=R4=H, R3=Bl"
2.Ry=Ry=Ry=H, Ry = Br
3.H1 - H::!:: qu H,Rg“ Br
4.H] """

Figura 1.8. Nuevos alcaloides aislados de la ascidia Aplidium meridianum
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Figura 1.9. B-carbolines aislados de la ascidia Eudistoma olivaceum: Eudistomins A (1), G (2),
H (3), P(4), D (5), J(6), N (7), O (8), R (9), S (10), C (11), E (12), F (13), K (14), L (15)

Fuente: Davidson, 1993

1.4 Rol de los biocompuestos en microorganismos

Con el paso de los afios, se han desarrollado mundialmente extensos programas de investigacion
quimica que han permitido la sintesis de compuestos bioactivos y sus correspondientes modos de
accion. La creciente necesidad por descubrir drogas capaces de controlar las enfermedades
emergentes y la resistencia desarrollada por los farmacos ya existentes a los patdgenos comunes,
ha despertado el interés de numerosos cientificos. La exploracion del océano como nueva fuente
de conocimiento, con el proposito de obtener productos naturales bioactivos mediante el
aislamiento de nuevos metabolitos, a partir de organismos marinos como las ascidias ha

generado gran espectativa (Rajeev and Xu, 2004).
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Los agentes antibioticos son utilizados para el tratamiento de enfermedades bacterianas y actiian
sobre los microorganismos inhibiendo la sintesis de la pared celular, activando enzimas que
destruyen dicha estructura, aumentando la permeabilidad de la membrana celular e interfiriendo
con la sintesis proteica y el metabolismo de los acidos nucleicos. Sin embargo, cada antibidtico
actia de manera selectiva con tipos especificos de microorganismos y éstos pueden desarrollar
resistencia sobre los primeros (Berkow and Fletcher, 1990).

Uno de los principales factores en la diseminacion de mecanismos de resistencia a antibidticos
entre poblaciones bacterianas es el amplio uso y abuso de los mismos en diversas actividades
humanas como lo son el tratamiento de infecciones en seres humanos y animales, como
promotores de crecimiento en animales de producciéon y como pesticidas para el control de
plagas en agricultura. De esta forma, diversos ambientes se constituyen en reservorios
importantes de bacterias resistentes a antibidticos (Garcia, 2007). La resistencia microbiana a
agentes antibidticos es considerada por la Organizacion Mundial de la Salud como uno de los
problemas emergentes mas importantes a nivel mundial, ya que compromete la prevencion, el
control y la terapia de las enfermedades infecciosas (Garcia, 2007).

Las bacterias son microorganismos unicelulares que representan a los organismos mas
abundantes del planeta, miden algunos micrémetros de largo (entre 0.5 y 5 pm) y se presentan en
muchas formas incluyendo esferas, barras, y espirales. Generalmente poseen una pared celular
similar a la de plantas u hongos, debido a esta caracteristica son clasificadas en Gram positivas y
Gram negativas (Berkow and Fletcher, 1990).

Seglin Jawetz (1999) las bacterias estan clasificadas en tres tipos fundamentales. Una de las
variedades bacterianas es la familia de los cocos, dentro de la cual se encuentra el género
Staphylococcus sp. Esta clase de bacterias poseen forma esférica y se agrupan formando grandes
masas bacterianas en forma de racimo. Son del tipo conocido como Gram positivo.

Los estafilococos crecen facilmente sobre casi todos los medios bacterioldgicos y su crecimiento
mejora bajo condiciones aerdbicas. Su mayor velocidad de crecimiento se da entre 15-25°C.
Normalmente se encuentran en la cavidad nasal del 30% de los adultos sanos y en la piel del
20% de ellos. Los estafilococos son la variedad mas virulenta de la familia de los cocos, y son
responsables de un gran espectro de enfermedades dependientes de la produccion de toxinas, las
enfermedades van desde infecciones cutdneas, diarreas, vOmitos y nauseas hasta neumonias

(Berkow and Fletcher, 1990).
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Sin embargo, la amenaza mas grave para el humano es la insuficiencia cardiaca provocada por la
especie Staphylococcus aureus debido a una endocarditis bacteriana. Las infecciones causadas
por Staphylococcus aureus son las mas comunes y de larga historia pues esta especie muestra un
nivel de resistencia a la penicilina, por lo que ha sido un importante reto para la comunidad
cientifica descubrir nuevas alternativas para la prevencion y tratamiento de enfermedades
causadas por esta clase de bacterias (Jawetz, 1999).

De acuerdo con el protocolo del Instituto de Ciencias la actividad antimicrobiana puede ser
probada mediante varios métodos siempre y cuando estén debidamente acreditados por el Comité
Nacional de Estandares para Laboratorios Clinicos (NCCLS, de sus siglas en inglés). El método
antimicrobial de disco de difusion es uno de los mas comunes mundialmente, fue desarrollado en
la década de los cuarentas. El método consiste en impregnar con disolucion antibiotica los discos
de difusion y colocarlos en una superficie con el medio apropiado que ha sido inoculado con una
suspension bacterial pura. Terminada la incubacion, las zonas de inhibicion son medidas y

clasificadas dentro de la categoria susceptible, intermedia o resistente (Jorgensen et al., 1999).

1.5 Perspectivas del estudio de las ascidias en Costa Rica

A pesar de que algunos de los metabolitos secundarios obtenidos a partir de ascidias pueden
servir como una alternativa en el tratamiento de cepas bacterianas resistentes a antibidticos
comerciales, es muy poco lo que se ha investigado respecto al efecto inhibidor que podrian
presentar los extractos de ascidias en presencia de bacterias patogenas, como es el caso de
Staphylococcus aureus y hongos como Geotrichum candidum. En el caso de Geotrichum
candidum es un hongo de la clase Ascomicetes, ampliamente distribuido en el medio ambiente
en suelo, flores y hojas de un alto espectro de cultivos, especialmente en zonas tropicales. Puede
presentarse en la piel y membranas mucosas del ser humano (Kiraz et al., 2000).

Seglin el estudio de mortalidad por enfermedades de declaracion obligatoria realizado por la
Unidad de Informacion Estadistica del Ministerio de Salud de Costa Rica, 2385 costarricenses

murieron durante el afio 2005 por enfermedades causadas por microorganismos.
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La resistencia a antibidticos es un problema importante de salud publica a nivel mundial, ya que
conlleva a un incremento en la morbilidad y mortalidad provocadas por enfermedades
infecciosas y por lo tanto a la necesidad de recurrir a tratamientos mas novedosos, costosos y
prolongados, lo anterior ocasiona un aumento significativo del gasto en salud del Estado
Costarricense (Garcia, 2007). Es por esta razén que se recurre a la investigacion de nuevos
compuestos con actividad antibidtica que resulten mas eficaces contra los patdgenos causantes de
dichas enfermedades.

Costa Rica comprende alrededor de 1400 km de litoral, de los cuales mas de 1000 corresponden
a la costa Pacifica, la cual posee una gran cantidad de golfos, esteros, estuarios, acantilados,
puntas, sectores rectilineos y bahias que son la base fisica de una gran produccion biologica en el
lugar. Sin embargo, no se ha realizado un inventario completo de los recursos marinos de la
zona, de ahi que exista un déficit de informacion acerca de los diversos tipos de actividad
bioldgica y de caracterizacion quimica que pueden presentar muchos organismos invertebrados
marinos, como las ascidias, en particular las especies presentes en Costa Rica (INBio, 2007).

Si se parte de los resultados obtenidos a través de las investigaciones realizadas, donde se han
obtenido numerosos compuestos activos y de interés industrial que son la base para sintesis y
formulaciones de drogas eficaces para el tratamiento de enfermedades con énfasis en
aplicaciones de salud humana, es posible dirigir los estudios hacia la aplicacion antibacterial de
las ascidias en el control de plagas bacterianas y fiungicas. En un primer esfuerzo por caracterizar
quimicamente los metabolitos presentes en estos organismos es preciso conocer previamente la
naturaleza quimica de los compuestos dentro de los extractos activos (Mohn et al., 2002).

En este contexto y considerando los aportes internacionales con respecto a trabajos realizados
con la clase biologica Ascidiacea como fuente de productos quimicos bioactivos, la Universidad
Nacional de Costa Rica inicid en el afno 2004 una linea de investigacion definida dentro del
Proyecto FIDA como “Determinacion de actividades farmacologicas y elucidacion de estructuras
quimicas en los macroinvertebrados (esponjas y corales blandos) y urocordado (ascidias) en
algunas zonas del Pacifico y Caribe de Costa Rica”, con el afan de conocer la taxonomia,
distribucién y ecologia de las especies de ascidias de Costa Rica (Pacifico Norte y Gandoca-
Manzanillo) asi como también su composiciéon quimica y potencial aprovechable. Dicho

proyecto esta dirigido por las Escuelas de Ciencias Biologicas, Quimica y Ciencias Agrarias de

15



la Universidad Nacional junto con colaboradores internacionales de la Universidad de Puerto
Rico y del Instituto de Oceanologia de Cuba.

La deteccion de algun tipo de actividad bioldgica en ascidias del Pacifico de Costa Rica resulta
importante, ya que permitird la posterior evaluacion del potencial antimicrobiano, y la
caracterizacion quimica de sus metabolitos abre la posibilidad de concretar la incursion para el
inicio de una linea de investigacion en la biotecnologia marina tan indispensable en nuestras
latitudes por ser paises tropicales con un gran potencial de riqueza todavia sin explotar,
disponiendo esta informacion para dirigir estudios hacia la aplicacion en la industria
farmacéutica e industrial y aumentar la calidad de la salud y vida humana. Por lo anteriormente
expuesto, se propone el proyecto de investigacion titulado “Caracterizacion quimica de
metabolitos aislados en un extracto con actividad antimicrobiana y antifngica de la ascidia
Rhopalaea sp. proveniente del area de Cuajiniquil, Guanacaste, Costa Rica”, lo cual permitira
poder evaluar su potencial antibidtico y realizar un diagndstico sobre la quimica alrededor de

esta especie.
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1.6 Objetivos

1.6.1 Objetivo General

Caracterizar cualitativamente la naturaleza quimica de los compuestos aislados del extracto o
fraccion de la ascidia Rhopalaea sp. que presente la mayor actividad antimicrobiana contra los

patdgenos Staphylococcus aureus y Geotrichum candidum.

1.6.2 Objetivos Especificos

1.6.2.1 Establecer un protocolo para la metodologia que permita la recuperacion de extractos con

actividad antibiotica.

1.6.2.2 Establecer un protocolo para separar los compuestos principales presentes en el extracto
de ascidias Rhopalaea sp. que presente la mayor actividad contra los patogenos Staphylococcus

aureus y Geotrichum candidum, mediantes métodos cromatograficos.
1.6.2.3 Evaluar la actividad antibacteriana y antifingica de los extractos y realizar un estudio

comparativo entre la actividad antimicrobiana de los extractos de ascidias Rhopalaea sp. y la de

un farmaco comercial, contra los patdgenos Staphylococcus aureus y Geotrichum candidum.
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2 PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Recoleccion de las ascidias

Las ascidias del género Rhopalaea sp. fueron recolectadas manualmente mediante SCUBA entre
2 y 15 m de profundidad en la zona Pacifico Norte de Costa Rica, especificamente en el area de
Cuajiniquil, Latitud 10° 0" 57.74" (N), Longitud -85° 44' 12.29" (O). Fueron reconocidas
tomando como base las caracteristicas fisicas de dicho género descritas por Carballo (2006) y
bajo la asesoria del MSc. Rigoberto Viquez, bidlogo marino de la Escuela de Biologia de la
UNA. Estas fueron colectadas en la zona de Cuajiniquil en la provincia de Guanacaste, zona del
Pacifico Norte de Costa Rica, entre los meses de diciembre del 2007 y marzo del 2008

correspondientes a la época seca del lugar y bajo un muestreo irrestricto aleatorio (F1gura 2.1).
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Figura 2.1. Lugar de recoleccion de Rhopalaea sp.
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2.2 Equipos y reactivos

2.2.1 Equipo

- Centrifuga IEC Multi RF Modelo 120 de 60 Hz.

- Espectrometro NMR Bruker Avance Multinuclear de S00MHz.

- FT-IR Modelo Bruker IFS 66 v/S.

- GC-MS Hewlett-Packard GC System 6890 Series, Hewlett-Packard Mass Selective Detector
5973.

- HPLC Agilent 1100 Series Diode Array coupled MS Bruker Daltonics 6000, Electrospray API-

ES con columna Supelcosil LC-NH; de 25 cm x 4.6 mm, de 5 pm de tamafo de particula.
2.2.2 Reactivos

-Acetona p.a. J. T. Baker 9006-03

-Agar papa dextrosa Merck 0130

-Agar Staphylococcus #110 Merck 3420
-Cloroformo p.a. Merck 2445
-Cromatofolios de gel de silice Merck 5554
-Deuterocloroformo Merck 3420

-Etanol al 95% FNL

-Formaldehido Merck 4025

-Hexano p.a. J. T. Baker 9309-03

-Metanol Merck 6009

-Nitrégeno Praxair 99.99%

-Gel de Silice Mallinckrodt type 60A special 100-200 mesh
-Tetrahidrofurano p.a. Merck 9731
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2.3 Metodologia

2.3.1 Tratamiento de la muestra

El material se limpid6 con agua de mar para eliminar la arena y organismos epifitos.
Posteriormente se separd por géneros y se coloco en bolsas de propileno transparentes a las
cuales se les dreno el exceso de agua por gravedad y se congelaron para su transporte para evitar
su descomposicion, la pérdida de metabolitos y su actividad, segin Caccamese et al. (1980) y
Rao and Parekh (1981).

En el laboratorio, se procedid a conservar una parte de cada muestra en formol glicerinado al
10% para su posterior confirmacion taxonémica con la guia de Van Name (1945). El resto de la
misma, se lavo con agua destilada y se limpi6 de epifitos bajo el microscopio de diseccion. El
exceso de agua se elimin6 al colocar las muestras sobre papel absorbente por un dia (Pesando

and Caram, 1984).
2.3.2 Método de obtencion de extractos crudos

Se pesaron aproximadamente 100 g de material semihimedo los cuales se trituraron con un
mortero. Posteriormente se maceraron a temperatura ambiente con 300 mL del disolvente a
utilizar (acetona y etanol al 95%) durante 72 horas con agitacion ocasional. Cada uno de los
extractos antes de ser centrifugados se filtraron al vacio mediante un embudo Biichner utilizando
un papel de filtro Whatman #1. El extracto remanente se centrifugé a 3400 r.p.m. (1000xg)
durante 15 min para eliminar cualquier residuo s6lido no retenido en el filtro (Sreenivasa and
Parekh, 1981). El sobrenadante se concentr6 al vacio en un evaporador rotatorio modelo R-110
Biichi a una temperatura maxima de 35 °C, hasta obtener un extracto con consistencia viscosa.
Las trazas de agua se separaron por gravedad (decantaciéon) y los cristales obtenidos se

suspendieron en 10 mL del disolvente de extraccion (Wahl et al., 1994).
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2.3.3 Bioensayos

Las pruebas se llevaron a cabo por quintuplicado en cajas de Petri desechables estériles, a las que
se les agregd 15 mL del medio de cultivo Agar Staphylococcus #110, inoculado con 0.1 mL de la
cepa de Staphylococcus aureus (Gram positiva) y se utilizd 15 mL de Agar Papa Dextrosa para
el inoculo del hongo Geotrichum candidum (Fungi), dejando solidificar el medio a temperatura
ambiente. Las cepas fueron proporcionadas por el MSc. German Rivera del Laboratorio de
Fitopatologia de la Escuela de Ciencias Agrarias y por el Laboratorio de Microbiologia de la
Escuela de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional (Heredia, Costa Rica). Los discos
utilizados para inocular el extracto se disefiaron a partir de papel de filtro Whatman No. 42, de 6
mm de diametro. Se cargaron asépticamente con 0.1 mL de los extractos, dejando evaporar el
disolvente e inmediatamente después se colocaron en los medios de cultivo més un blanco con el
disolvente de extraccién como control negativo.

Las cajas se dejaron incubando a 37 °C durante 48 horas en un cuarto estéril. Posteriormente, se
midieron los halos de inhibicion con un vernier (De Lara-Isassi et al., 1996). También se utilizo
como patron de referencia el fArmaco comercial “Keflex” (cefalosporina) recomendado por la
Caja Costarricense de Seguro Social de Costa Rica para el tratamiento de enfermedades
infecciosas causadas por el patogeno Staphylococcus aureus y Miconazol Nitrato” al 2 %,
antifingico comercial de alto espectro contra el hongo Geotrichum candidum. Estos bioensayos
representaran el control positivo empleando la metodologia expuesta anteriormente.

Con base en los resultados que se obtuvieron en el bioensayo, fue seleccionado el disolvente del
extracto que presentd el mayor halo de inhibicién promedio. A este se le aplico la misma
metodologia para la obtencion del extracto crudo descrita en la seccion 2.3.2 variando la cantidad
de material en aproximadamente 1500 g y utilizando 2500 mL del disolvente de extraccion a
temperatura ambiente durante 72 horas. La maceracidon se repitid tres veces con la misma
cantidad de acetona y todos los cristales obtenidos se suspendieron en 50 mL del disolvente de

extraccion.
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2.3.4 Purificacion del metabolito

2.3.4.1 Separacion cromatografica del extracto

El extracto crudo se analiz6 por cromatografia de capa fina, usando como fase estacionaria gel de
silice y fases modviles de mezclas de disolventes de hexano/acetato de etilo: (9:1), (7:3) y (6:4).
Ademas se ensayd con hexano puro y mezclas de hexano/THF: (1:1), (4:6) y (3:7). En todos los
casos se utilizaron reveladores de vainillina en H,SOy, cloruro de hierro III al 1% y vapores de
amoniaco. Una vez escogida la fase movil, el extracto se purifico empleando cromatografia de
columna de gel de silice con hexano y acetato de etilo como fase movil. La muestra proveniente
del residuo acetonico se depositod en la parte superior de la columna y se empez6 la separacion
con una fase movil de hexano, aumentando la polaridad paulatinamente con mezclas
hexano/acetato de etilo: (9:1), (8:2), (7:3), (6:4), (1:1), (4:6), (3:7), (2:8), (1:9) y finalizando con
acetato de etilo puro. Se recolectaron 57 fracciones. Las fracciones fueron analizadas
comparativamente en cromatografia de capa fina en gel de silice, utilizando lampara ultravioleta
y luego revelando con vainillina. Finalmente, por las similitudes en el Indice de Retencion (Ry)

de la cromatografia de capa fina, se reunieron 13 fracciones.

A las fracciones se les realizd una cromatografia de capa fina en gel de silice utilizando como
fase movil hexano/acetato de etilo 6:4. Posteriormente a cada una de estas fracciones se les
realiz6 el bioensayo descrito en la seccion 2.3.3 para determinar la actividad inhibidora en el
crecimiento de la bacteria y el hongo. La fraccién que presentd la actividad fue fraccionada
nuevamente con una cromatografia de columna de menor didmetro y mayor longitud con gel de
silice como fase estacionaria y hexano y THF como fase mévil. La fraccion activa fue depositada
en la columna y la separacion se realiz6 empezando con hexano como fase movil, aumentando la
polaridad con mezclas de hexano/THF: (9:1), (8:2), (7:3), (6:4), (1:1), (4:6), (3:7), (2:8), (1:9) y
finalizando con THF puro. Se recolectaron 22 fracciones que fueron analizadas
comparativamente en cromatografia de capa fina en gel de silice, utilizando ldmpara ultravioleta

y luego revelando con vainillina. Finalmente, por similitudes en el Ry, se reunieron 5 fracciones.
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A estas ultimas se les realizo una extraccion en fase soélida con fase normal (silice) utilizando
hexano para lavar de impurezas y luego separando con cloroformo, acetona y etanol. Las
fracciones fueron analizadas comparativamente en cromatografia de capa fina en gel de silice,
utilizando ldmpara ultravioleta y luego revelando con vainillina. Finalmente, se reunieron 5

fracciones, una proveniente de cada una de las anteriores en la separacion con acetona.

2.3.4.2 Condiciones del método cromatografico a través de la técnica de HPLC

Se utiliz6 el Cromatografo Liquido de Alta Eficiencia Agilent 1100 Series con Detector de
Arreglo de Diodos (DAD), equipado con un detector MS/MS Bruker Esquire 6000. La
identificacion de la cantidad de metabolitos contenidos en las fracciones purificadas se realizé en
una columna analitica Supelcosil LC-NH; de 25 cm x 4.6 mm, 5 um. Se utilizé6 como fase movil
isocratica metanol/H,O 50:50. El andlisis se llevo a cabo a una longitud de onda de 254 nm y
280 nm, con un tiempo de operacion de 10 minutos a un flujo de 1.0 mL/min (Cuadro 2.1). Los
disolventes empleados en la fase mévil fueron filtrados a través de filtros de membrana de 0.45

um en cada uno de los analisis.

Cuadro 2.1. Condiciones cromatograficas empleadas para analizar los compuestos de la fraccion

4 mediante Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC)

Variable Cromatografica Valor o Tipo
Volumen de inyeccioén 5 um
Flujo de fase movil 1.0 mL/min

Supelcosil LC-NH,
Columna cromatografica
25cmx 4.6 mm, 5 pm

Tiempo empleado en el

o 10 min
analisis
Detector DAD
Longitud de onda (A) 254y 280 nm

23



2.3.5 Analisis espectroscopico.

2.3.5.1 Ultravioleta-Visible (UV-Visible).

El espectro UV-Visible se obtuvo directamente en el analisis por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiencia (HPLC) con el Agilent 1100 Series con Detector de Arreglo de Diodos (DAD). Se
realizé desde una longitud de onda de 200 a 800 nm. El compuesto previamente se disolvid en

metanol para este analisis.

2.3.5.2 Infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR)

El espectro FT-IR de los compuestos aislados fue obtenido a partir de un equipo Bruker Modelo
IFS 66 v/S, midiendo el porcentaje de transmitancia contra su nimero de onda desde 3600 a 600

cm’' en una pastilla de KBr.

2.3.5.3 Espectrometria de masas

El espectro de masas se obtuvo con un MS/MS Bruker Esquire 6000 Electrospray API-ES a
través de inyeccion directa en modo positivo (Cuadro 2.2). En adiciéon se utilizd6 un
espectrometro de masas acoplado a un GC para el compuesto 01 con un Hewlett-Packard GC
System HP 6890 Series con Hewlett-Packard Mass Selective Detector 5973 de ionizacion

electronica.
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Cuadro 2.2. Condiciones del espectrometro de masas Bruker Esquire 6000 Electrospray API-ES

empleadas para analizar los compuestos de la fraccion 4

Ion Source Type ESI Skim 1 40.0 Volt

Mass Range Mode Std/Normal Averages 5 Spectra
Capillary Exit 205.2 Volt Alternating Ion Polarity | Off
Accumulation Time | 51025 ps Scan End 200 and 300 m/z
Ion Polarity Positive Trap Drive 122.3

Scan Begin 50 m/z Auto MS/MS Off

2.3.5.4 Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Los espectros de RMN se obtuvieron con un equipo Bruker Avance de 500 MHz. La muestra 01

fue disuelta en deuterocloroformo y la 02 en dimetil sulféxido deuterado.
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3 DISCUSION DE RESULTADOS

3.1 Actividad antibacterial

El extracto crudo de acetona de la ascidia Rhopalaea sp. presentd la mayor actividad positiva
contra el hongo Geotrichum candidum mostrando un radio de inhibicion promedio de 14.5 £ 0.5
mm, mientras que contra la bacteria Staphylococcus aureus se obtuvo un radio de inhibicion
promedio de 13.5 + 0.5 mm (Foto 2), considerandose en ambos casos una inhibicion intermedia,
ya que se encuentra entre el rango de 13 — 17 mm. La inhibicién del bactericida comercial
cloranfenicol fue de 20.0 £ 0.5 mm, lo cual concuerda con los datos reportados segiin Garcia
(2001).

El extracto crudo de etanol de Rhopalaea sp. presentd actividad solamente contra el hongo
Geotrichum candidum presentando un radio de inhibicion promedio de 2.5 + 0.5 mm,
considerandose en este caso una inhibicion leve, ya que se encuentra entre el rango de 2-13 mm.
Contrario a estos resultados anteriores, el efecto contra Staphylococcus aureus fue practicamente
nulo, el extracto etandlico no mostr6é ninguna actividad. El1 Miconazol Nitrato al 2% mostré un
radio de inhibicién promedio de 15.0 + 0.5 mm contra el hongo Geotrichum candidum (Cuadro
3.1).

Cuadro 3.1. Actividad antibiotica de extractos de la ascidia Rhopalaea sp. de la costa del

Pacifico de Costa Rica contra Staphylococcus aureus y Geotrichum candidum

Staphylococcus aureus Geotrichum candidum
Especie Extracto etanodlico | Extracto acetonico | Extracto etandlico | Extracto acetonico
p (£0.5 mm) (£0.5 mm) (0.5 mm) (£0.5 mm)
Rhosl‘j"aea 0.0 13.5 2.5 14.5
Cloranfenicol 20.0 NA
Miconazol
Nitrato 2% NA 15.0

*NA = No Aplica
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De las 13 fracciones recolectadas del extracto de acetona de la cromatografia de columna, las
namero 3, 4 y 5 fueron las que presentaron inhibicion contra Staphylococcus aureus. De estas
tres fracciones, la 3 y 4 presentaron un area de inhibicion de 20.0 £ 0.5 mm y la 5 de 16.0 £ 0.5
mm, demostrando resultados de una fuerte inhibicion comparandose con el bactericida
cloranfenicol que present6 una inhibicion de 20.0 + 0.5 mm. En todos los casos se utilizd un
control negativo de acetona como se muestra en la Foto 4, el cual no presentd inhibicion en
ninguno de los ensayos realizados.

Los resultados de inhibicion obtenidos concuerdan con la bibliografia consultada, como lo
reporta Hooper (1995) el cual comprob¢ actividad antibacterial contra Staphylococcus aureus de
la ascidia Pseudodistoma sp., Liu et al. (2005) reportaron el compuesto lissoclibadin 1 aislado de
la especie Lissoclinum cf. badium con actividad antibacterial. E1 metabolito styelins A-E aislado
de la ascidia solitaria Styela clava, mostré actividad inhibitoria contra bacterias que son
patdégenos humanos como Staphylococcus aureus y Escherichia coli, segiin Lehrer et al. (2003).
Ademas Makawva et al. (1995) reportaron de la ascidia Polycitor sp. potentes actividades
inhibitorias contra patégenos humanos como Staphylococcus aureus y Bacillus subtilus.

Los resultados con el mayor efecto de inhibicion fueron mayores en el extracto de acetona
comparado con el etanol, en ambos organismos. Esto indica que los metabolitos responsables de
la misma son solubles en este disolvente, lo que concuerda con los resultados de Sreenivasa and
Parekh (1981); Vidyavathi and Sridhar (1991) y De Lara-Issasi y Ponce (1991), quienes
encontraron que para organismos marinos en los bioensayos realizados utilizando acetona como
disolvente de extraccion siempre mostraron una mejor respuesta antibidtica en general, que los

efectuados con etanol u otro disolvente de mayor polaridad.
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3.2 Purificacion y aislamiento de los metabolitos

Después de confirmada la actividad antibacterial de las fracciones aisladas se procedi6 a trabajar
en el proceso de purificacion con la fraccion 4 mediante la cromatografia de columna, y
extraccion en fase solida. Posterior a estos pasos se procedid a su aislamiento y purificacion
mediante HPLC. La identificacion de la pureza se llevd a cabo a una longitud de onda de 258 y
280 nm comprobando mediante el detector de arreglo de diodos que se lograron aislar dos
metabolitos en forma pura. Como se puede observar en el cromatograma de la Figura 3.1 el
compuesto 01 de la fraccion 4 muestra un tiempo de retencion de 5.640 minutos y el
cromatograma de la Figura 3.2 del compuesto 02 de la misma fraccién presenta un tiempo de

retencion de 6.769 minutos bajo las condiciones cromatograficas indicadas en el cuadro 2.1.
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Figura 3.1. Cromatograma del compuesto 01 purificado y aislado de la fraccion 4 de la ascidia
Rhopalaea sp. mediante HPLC a una longitud de onda de 258 y 280 nm con una columna
analitica Supelcosil LC-NH; de 25 cm x 4.6 mm, de 5 um utilizando como disolvente una mezcla

1socratica de metanol/H,O 50:50
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Figura 3.2. Cromatograma del compuesto 02 purificado y aislado de la fraccion 4 de la ascidia
Rhopalaea sp. mediante HPLC a una longitud de onda de 258 y 280 nm con una columna
analitica Supelcosil LC-NH; de 25 cm x 4.6 mm, de 5 um utilizando como disolvente una mezcla

1socratica de metanol/H,O 50:50

3.3 Analisis espectroscopico de los metabolitos aislados

3.3.1 Compuesto 01

3.3.1.1 Ultravioleta-Visible

El espectro UV-Visible del compuesto aislado y purificado (Figura 3.3), presenta dos bandas
maximas de absorcion alrededor de 220 nm y 290 nm (Cuadro 3.2), las cuales son longitudes de
onda caracteristicas de compuestos heterociclicos de anillos aromaticos unidos a oxigeno; por su
sistema de conjugacion permite que se lleven a cabo transiciones de tipo 1 — 7©* y tipon — w*
y haya un desplazamiento batocromico de las bandas. (Silverstein et al., 1991). Una absorcion a
210 nm se debe a la transicién de m — n caracteristico de los anillos aromaticos ya que su
banda de absorcion primaria absorbe a una longitud de onda cercana a 200 nm (Pavia et al.,
2001; Silverstein et al., 1991). No se muestra absorcion en la region visible, lo que es consistente

con la transparencia del compuesto obtenido.
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Figura 3.3. Espectro UV-Visible del compuesto 01 de la ascidia Rhopalaea sp. obtenido de su

fraccion 4 en el HPLC Agilent 1100 Series con Arreglo de Diodos utilizando como fase movil

una mezcla isocratica de metanol/H,O 50:50

Cuadro 3.2. Datos de méximas absorbancias obtenidas en el espectro UV-Visible del compuesto

01 de la ascidia Rhopalaea sp.

Longitud de onda (A) | Absorbancia
220 nm 0.450
290 nm 1.000
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3.3.1.2 Infrarrojo con Transformada de Fourier

El espectro infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR) del compuesto (Figura 3.4), no
presenta bandas importantes en la region de 3500-2000 cm™ descartando la presencia de enlaces
de O-H (Pavia et al., 2001). El alargamiento de los dobles enlaces de anillo aromatico esté
representado por las sefiales en la region de 1610 cm™ y 1465 cm™. La banda pequeia alrededor
de 3000 cm™ se presenta debido al estiramiento del enlace C-H de los carbonos con hibridacion
sp” pertenecientes al anillo aromatico y los que conforman un alqueno fuera de este anillo. La
banda cerca a 1740 cm™ representa una banda caracteristica de carbonilo debido al estiramiento
C=0. Las bandas larga e intensa alrededor de 830 cm™ es tipica de la configuracion cis de un

alqueno (Pavia et al., 2001).
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Figura 3.4. Espectro infrarrojo del compuesto 01 de la ascidia Rhopalaea sp. analizado en el

equipo Bruker Modelo IFS 66 v/S en una pastilla de KBr

3.3.1.3 Espectrometria de masas.

Como se observa en la Figura 3.5 el espectro de masas presenta un pico base en 147 m/z y las
razones isotopicas de su x+1 y x+2 se presentan en el cuadro 3.3. Con la informaciéon de estas
razones isotdpicas se puede obtener una formula molecular experimental de CoHgO,. Las

aportaciones de sus 4&tomos se resumen en el cuadro 3.3.
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Figura 3.5. Espectro de masas del compuesto 01 de la ascidia Rhopalaea sp. realizado en un

MS/MS Bruker Esquire 6000 con ionizacion de electrospray en modo positivo.

Cuadro 3.3. Seiiales del espectro de masas y relacion isotdpica de los picos correspondientes al

ion molecular del compuesto 01 de la ascidia Rhopalacea sp.

Masa |Intensidad] 9C 20
147,0 100.0

148,0 9.97 9.90 0.08
149,0 1.9 0.49 0.40

El espectro de masas obtenido por ionizacion electronica en el GC-MS presenta un pico base en
118 m/z y un i6n molecular (M*) en 146 m/z (Figura 3.6 B), lo que confirma la masa molecular
obtenida por electrospray en el LC/MS/MS. El i6n molecular confirma también la férmula
molecular del compuesto (CoH¢O,), y la alta intensidad de este ion molecular propone una
estructura estable en el compuesto aislado, propia de compuestos aromaticos y con resonancia
(Pavia et al., 2001). El patron de fragmentacion de la molécula es muy similar (81%) a la 2H-1-

Benzopyran-2-ona, segun la informacion de la biblioteca del MS utilizado (Figura 3.6 C y D).
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Figura 3.6. Cromatograma (A) y espectro de masas (B) del compuesto 01 purificado y aislado
de la fraccion 4 de la ascidia Rhopalaea sp. obtenido mediante GC-MS con ionizacion

electronica y espectro de masas (C) de la 2H-1-Benzopyran-2-ona (D)
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3.3.1.4. Resonancia Magnética Nuclear

3.3.1.4.1. "C RMN

El andlisis de este espectro (500 MHz) (Figura 3.7) confirma la férmula molecular sugerida por
el andlisis de masas al presentar 9 sefiales para carbono (Cuadro 3.4), y varias de ellas a campo
bajo: la primera de 160.77 ppm es un valor caracteristico de un carbono perteneciente a un grupo
carbonilo de ésteres. Este grupo funcional confirma la volatilidad del compuesto en el analisis de
cromatografia de gases, debido a que son compuestos no participan como dadores de hidrogeno
en puentes de hidrogeno. Esta falta de capacidad ocasiona que no se formen puentes de
hidrégeno entre moléculas de ésteres, lo que los hace mas volatiles que un 4cido o un alcohol de
similar peso molecular (Merck et al., 2001). Las sefiales de 154.05 ppm, 143.47 ppm, 131.84
ppm, 127.90 ppm, 124.44 ppm y 118.85 ppm corresponden a valores caracteristicos para los
carbonos de un anillo aromatico. Aunque también las sefiales de 116.87 ppm y 116.68 ppm se
encuentran en el rango de aromaticidad para carbonos, estas podrian corresponder a los valores
de carbonos formando un doble enlace en un alqueno. La presencia de un grupo carbonilo y un
oxigeno en la estructura sugiere un desplazamiento hacia campo bajo en aquellos carbonos que
estén directamente unidos a este grupo y atomo (Pavia et al., 2001). La sefial que sobresale

alrededor de 75 ppm corresponde al disolvente CDCls.

160 150 140 130 120 110 100 90 80 ppm

Figura 3.7. Espectro de ?C RMN del compuesto 01 de la ascidia Rhopalaea sp. disuelto en
CDCls, realizado en un NMR Bruker Avance de 500 MHz
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Cuadro 3.4. Desplazamientos de cada uno de los carbonos en el espectro de *C RMN para el
compuesto 01 de la ascidia Rhopalacea sp.

#de °C| ppm
1 160.77
154.05
143.47
131.84
127.90
124.44
118.85
116.87
116.63

O [0 [|J|N || [W(N

3.3.1.4.2. '"HRMN

Las sefiales mostradas por el espectro de "?C-RMN son consistentes con el espectro de 'H-RMN.
El andlisis del espectro de 'H-RMN (500 MHz) (Figura 3.8), muestra varias sefales a campo
bajo: entre 0 7.49-7.55 (2H) y & 7.27-7.34 (2H) son senales caracteristicas de los hidrogenos
unidos a un anillo aromatico, los cuales son desapantallados por el campo anisotropico generado
por los electrones en el sistema 7 del anillo (Pavia et al., 2001). Los desdoblamientos principales
muestran un triplete y un doblete para cada uno de los grupos de sefiales, indicando una
sustitucién orto en el anillo. La constante de acoplamiento (*J=8.51 Hz) confirma las posiciones
orto entre hidrégenos. El agrandamiento de las sefiales muestra un desdoblamiento mas complejo
de segundo orden, usual en anillos sustituidos (Pavia et al., 2001).

Una sefial en 6 7.73 (d, 1H) es atribuida a un hidrégeno que acopla con el otro hidrégeno vecino
(sefial en 6 6.43 (d, 1H)) correspondiente a un alqueno con sus hidrégenos en posicion cis Cl=
9.58 Hz) perteneciente a un anillo anexo al anillo aromatico de la molécula. El desplazamiento a
campo bajo del hidrégeno es debido al desapantallamiento por el campo anisotropico del anillo y
la resonancia que deslocaliza la densidad de electrones con el grupo carbonilo unido al alqueno y

que cambia su hibridacion (Pavia et al., 2001).
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Figura 3.8. Espectro de '"H RMN del compuesto 01 de la ascidia Rhopalaea sp. disuelto en
CDCls, realizado en un NMR Bruker Avance de 500 MHz

Cuadro 3.5. Desplazamientos de cada una de las sefiales del espectro de 'H RMN para el

compuesto 01 de la ascidia Rhopalacea sp.

#H ppm °J(Hz) | Splitting | Integracion
1 7.73 9.56 d 1H
2 7.49-7.55 8.55 t-d 2H
3 7.27-7.34 8.46 d-t 2H
4 6.43 9.53 d 1H
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3.3.2 Compuesto 02

3.3.2.1 Ultravioleta-Visible

El espectro UV-Visible del compuesto aislado y purificado (Figura 3.9), presenta dos bandas
maximas de absorcion alrededor de 250 nm y 295 nm (Cuadro 3.6), las cuales son longitudes de
onda caracteristicas de compuestos heterociclicos de anillos aromaticos unidos a oxigeno; por su
sistema de conjugacion permite que se lleven a cabo transiciones de tipo 1 — 7w* y tipon — w*.
(Silverstein et al., 1991). Una absorcion a 210 nm se debe a la transicion de n — 7
caracteristico de los anillos aromaticos ya que su banda de absorcidon primaria absorbe a una
longitud de onda cercana a 200 nm (Pavia et al., 2001; Silverstein et al., 1991). Se muestra
absorcion en la region visible alrededor de 420 a 540 nm, lo que representa absorcion de la luz
color violeta, azul y azul-verdoso para reflejar el color anaranjado - rojo, lo que es consistente

con el color del compuesto obtenido (Pavia et al., 2001).
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Figura 3.9. Espectro UV-Visible del compuesto 02 de la ascidia Rhopalaea sp. obtenido de su
fraccion 4 en el HPLC Agilent 1100 Series con Arreglo de Diodos utilizando como fase movil

una mezcla isocratica de metanol/H,O 50:50
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Cuadro 3.6. Datos de méximas absorbancias obtenidas en el espectro UV-Visible del compuesto

02 de la ascidia Rhopalaea sp.

Longitud de onda (1) | Absorbancia

250 nm 0.100

295 nm 0.075

3.3.2.2 Infrarrojo con Transformada de Fourier

El espectro infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR) del compuesto 02 (Figura 3.10),
presenta una banda en 3080 cm’ caracteristica al estiramiento C-H de los carbonos con
hibridacion sp”® pertenecientes a anillos aromaticos. El alargamiento de los dobles enlaces del
anillo aromatico estd representado por las sefiales en la region de 1580 cm™ y 1470 cm™. La
banda cerca a 1615 cm™ representa una banda caracteristica de carbonilos conjugados debido al
estiramiento C=0. La banda media alrededor de 3370-3345 cm™ es tipica del O-H de los

compuestos fenolicos, que es confirmada con la banda de 1245 cm™ (Pavia et al., 2001).
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Figura 3.10. Espectro infrarrojo del compuesto 02 de la ascidia Rhopalaea sp. analizado en el
equipo Bruker Modelo IFS 66 v/S en una pastilla de KBr
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3.3.2.3 Espectrometria de masas

Como se observa en la Figura 3.11 el espectro de masas presenta un pico base en 257 m/z y las
razones isotopicas de su x+1 y x+2 se muestran en el cuadro 3.7. Con la informacion de estas
razones isotdpicas se puede obtener una formula molecular de C;4HgOs, las aportaciones de sus
atomos se resumen en el cuadro 3.7. Este compuesto presenta baja volatilidad ya que no present6

sefial en el GC-MS para reproducir el valor obtenido en el LC/MS/MS.
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Figura 3.11. Espectro de masas del compuesto 02 de la ascidia Rhopalaea sp. realizado en un

MS/MS Bruker Esquire 6000 con ionizacién de electrospray en modo positivo.

Cuadro 3.7. Seniales del espectro de masas y relacion isotdpica de los picos correspondientes al

ion molecular del compuesto 02 de la ascidia Rhopalacea sp.

Masa |Intensidad] 14 C 50
257,0 100.0

258,0 15.6 15.40 0.20
259,0 2.3 1.18 1.00
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3.3.2.4. Resonancia Magnética Nuclear

3.3.2.4.1. "CRMN

El analisis de este espectro (500 MHz) (Figura 3.12) confirma la féormula molecular sugerida por
el andlisis de espectrometria de masas al presentar 14 sefales para carbono (Cuadro 3.8). Hay
dos senales a campo bajo de 187.15 ppm y 183.83 ppm, que son valores caracteristicos para los
carbonos pertenecientes a un grupo carbonilo de cetonas o aldehidos y se encuentra cercano al
valor de 4acidos y ésteres (Pavia et al., 2001). Las sefales comprendidas entre 160.88 y 105.60
ppm las cuales son caracteristicas de carbonos de anillos aromaticos sugieren la presencia de dos
anillos en la estructura, y debido a la presencia de las 12 sefiales indica que no hay plano de
simetria para estos anillos. El valor base para estos carbonos es de 128.5 ppm (Pavia et al.,
2001), sin embargo, el desplazamiento hacia campo bajo de los carbonos a 160.88, 157.60 y
149.79 ppm del anillo sugiere la posible presencia del grupo hidroxilo unido a estos carbonos,
cuyo desplazamiento es comparable a los reportados en modelos fendlicos andlogos. Las
posiciones de los sustituyentes en el anillo aromdtico son atribuidas a los desplazamientos
quimicos de carbono 13 (ipso, orto, meta y para) que dichos sustituyentes provocan a los

carbonos del anillo aromatico (Pavia et al., 2001).
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Figura 3.12. Espectro de °C RMN del compuesto 02 de la ascidia Rhopalaea sp. disuelto en
DMSO-dg, realizado en un NMR Bruker Avance de 500 MHz
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Cuadro 3.8. Desplazamientos de cada uno de los carbonos en el espectro de >C RMN para el

compuesto 02 de la ascidia Rhopalacea sp.

#de’C| ppm |#de'C| ppm
1 187.15 8 133.88
183.83 9 132.99
160.88 10 126.97
157.60 11 126.74
149.79 12 112.89
135.44 13 110.16
134.60 14 105.60

N[N B W

3.3.2.4.2. '"HRMN

Las sefiales mostradas por el espectro de ?C-RMN son consistentes con el espectro de 'H-RMN.
El analisis del espectro de 'H-RMN (500 MHz) (Figura 3.13), muestra una sefial a campo bajo: &
13.35 (s), que se le atribuye a un hidrogeno unido al oxigeno perteneciente al carbono del fenol
que se encuentra en posicion B con respecto al grupo carbonilico de la molécula. Dicho proton
interacciona por un puente de hidrégeno con el oxigeno del grupo carbonilico, como se muestra
en la Figura 3.14. Este fendémeno desplaza el protoén del fenol a campo muy bajo (Pavia et al.,
2001).

Otras sefiales a campo bajo en o 8.15-8.19 (t, 2H) y & 7.87-7.94 (m, 3H) son caracteristicas de los
hidrogenos unidos a un anillo aromatico, los cuales son desapantallados por el campo
anisotropico generado por los electrones en el sistema m del anillo (Pavia et al., 2001). Los
desdoblamientos principales muestran un triplete y un multiplete para cada uno de los grupos de
senales, indicando una sustituciéon compleja de segundo orden en los anillos. La constante de
acoplamiento (*J=7.65 Hz) confirma posiciones orto entre hidrogenos. El agrandamiento de las
senales muestra el desdoblamiento complejo de segundo orden, comun para este tipo de sistemas
de anillos sustituidos (Pavia et al., 2001).

Una senal en 6 7.37 (s, 1H) y otra a 6.63 (s, 1H) pueden ser atribuidas al proton de un grupo
hidroxilo unido al anillo aromatico de la molécula, el cual no interactia con ningun otro grupo
funcional del compuesto. El desplazamiento a campo bajo del hidrogeno es debido al
desapantallamiento por el campo anisotropico del anillo y la resonancia que deslocaliza la

densidad de electrones del oxigeno y cambia su hibridacion (Pavia et al. 2001).
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Figura 3.13. Espectro de 'H RMN del compuesto 02 de la ascidia Rhopalaea sp. disuelto en
DMSO-dg, realizado en un NMR Bruker Avance de 500 MHz

Cuadro 3.9. Informacién espectroscopica de cada una de las sefiales del espectro de "H RMN

para el compuesto 02 de la ascidia Rhopalacea sp.

#H ppm °J (Hz) | Splitting | Integracion
1 13.35 - ] 1H
2 8.15-8.19 7.71 t 2H
3 7.94-7.87 7.58 m 3H
4 7.37 - S 1H
5 6.63 - s 1H
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@

Figura 3.14. Puente de hidrogeno responsable de desplazar dicho hidrogeno del fenol a campo

bajo en el espectro 'H-RMN

La evidencia sugiere para el compuesto 01 aislado de la ascidia Rhopalaea sp. una base quimica
de una cumarina o derivado de la misma, las cuales han sido reportadas en la literatura como
compuestos base de estructuras con actividad citotoxica (Joullie et al., 2003; Rami et al., 1999).
Joullie et al (2003) reportaron analogos fluorescentes de los metabolitos didemnin B y
tamandarin por su potencial quimico en mecanismos de defensa de tunicados en la familia
Didemnidae. Estos compuestos se les encontraron una alta relacion antidepredadora, inhibiendo
la sintesis de proteina, iniciando apoptosis y reduciendo la proliferacion celular. Rami et al
(1999) encontraron un nuevo inhibidor de la integrasa del HIV-1, llamado lamellarin a 20
sulfate. En su estructura se aloja una base de cumarina, la cual se ha encontrado en estudios
previos que es un activo inhibidor de integrasa. Las cumarinas (Figura 3.15) se les ha otorgado
dentro de sus propiedades la de poseer un rol en organismos que parece ser de defensa, dandole
propiedades de rechazo a la alimentacion (en inglés antifeedant), antimicrobiana, captadora de
radiacion UV e inhibidora de la germinacion (Merck et al., 2001), sugiriendo un posible rol del
compuesto encontrado con la actividad citotoxica reportada contra Staphylococcus aureus y

Geotrichum candidum.

Figura 3.15. Estructura base de una cumarina
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Para el compuesto 02 aislado de la ascidia Rhopalaea sp. en su extracto acetonico, la evidencia
espectroscopica sugiere una base quimica de una hidroxiantraquinona (Figura 3.16), las cuales
han sido reportadas en la literatura como compuestos presentes en algunas ascidias (McClintock
and Baker, 2001). Poumale et al (2006) descubrieron dos nuevas antraquinonas aisladas del
organismo Streptomyces sp de la ascidia Ecteinascidia sp. siendo identificadas como 8-hidroxi-
3-metoxi-1-propilantraquinona y 3,8-dihidroxi-1-propilantraquinona, luego de un intenso analisis
espectroscopico. Algunos de sus derivados fueron ensayados para actividad biologica dando
resultados positivos.

Otro estudios quimicos de un Streptomycete aislado de una bacteria asociada con el tunicado
tropical Ecteinascidia turbinata mostro la purificacion de dos metabolitos antibacteriales con una
base de bisantraquinona (Socha et al., 2006). Sus potentes propiedades antibacteriales contra
Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis y actividad contra células HCT-116 fueron
demostrados. Issa et al (2003) encontraron tres Floresolidos; A 627, B 628 y C 629 los cuales
tienen una base quimica de hidroquinonas las cuales mostraron propiedades citotoxicas. Estas
fueron aisladas de la ascidia Aplidium sp. en la isla Flores, Portugal. Estos resultados pueden
sugerir también un posible rol del compuesto encontrado con la actividad citotoxica reportada

contra Staphylococcus aureus y Geotrichum candidum.

OH O

HO OH

O

Figura 3.16. Estructura base de una hidroxiantraquinona

44



4 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

4.1.1. Se comprobo la actividad antibacterial de la ascidia Rhopalaea sp. contra la bacteria Gram
positiva Staphylococcus aureus, y la actividad antifungica contra el hongo Geotrichum candidum

tanto en su extracto crudo de acetona como en la fraccion 4.

4.1.2 Se comprobd una mayor eficiencia en la extraccion del compuesto en acetona que en
etanol, debido a la mayor actividad y mayor espectro de inhibicion presentado en los organismos

ensayados.

4.1.3. La actividad inhibitoria encontrada en los extractos crudos es significativa si se compara
con la de los antibidticos comerciales, siendo el mayor valor reportado, similar al observado en
los discos evaluados con cloranfenicol y el miconazol, sin embargo, las comparaciones no son
cuantitativas debido a que no se ensayaron concentraciones analiticas ni se aplicaron pruebas
estadisticas. Los ensayos al ser cualitativos solo reflejan la existencia de metabolitos activos para

un microorganismo especifico.
4.1.4. Se caracterizd6 como una cumarina y una hidroxiantraquinona a la naturaleza quimica de
los compuestos aislados del extracto activo de la ascidia Rhopalaea sp. contra los patogenos

Staphylococcus aureus y Geotrichum candidum.

4.1.5. Se logro establecer un protocolo de separacion que permite la recuperacion de los

compuestos a través de cromatografia y extraccion en fase solida.
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4.2 Recomendaciones

4.2.1 Evaluar cuantitativamente la actividad inhibitoria de la ascidia Rhopalaea sp. contra
Staphylococcus aureus, para elaborar curvas que relacionen la concentracion de los extractos con
el nivel de inhibicion de los microorganismos, con el objetivo de obtener su LDsy. No se
recomienda industrializar un extracto natural de ascidia sin un estudio exhaustivo que implique

€nsayos a una mayor escala.

4.2.2. Realizar la determinacion de la actividad antifungica de la ascidia Rhopalaea sp. de forma
cuantitativa contra Geotrichum candidum, para evaluar su potencial como recurso de metabolitos

en la busqueda de nuevos compuestos antifiingicos.

4.2.3 Ensayar diferentes pruebas farmacoldgicas para examinar otras propiedades que pueda
tener la ascidia Rhopalaea sp. ademas de hallar nuevos metabolitos presentes en la ascidia que

puedan tener propiedades benignas contra otros patogenos.

4.2.4. Enfocarse en la elucidacion estructural de los metabolitos responsables de la actividad
presentada como un inicio en la busqueda de posibles mecanismos de accion y para la sintesis de

farmacos potencialmente utilizables como alternativa de antibioticos comerciales.

4.2.5. Formular un fungicida o antibidtico a partir de extractos de Rhopalaea sp. reportada en
este estudio y ensayarlo en el campo, realizando comparaciones con productos quimicos de uso

comun utilizados con el mismo fin.
4.2.6. Desarrollar investigaciones sobre la evaluacion de urocordados del Caribe y del Pacifico

que puedan presentar diferentes aplicaciones en la industria, la medicina, cosmetologia,

microbiologia y otros campos.
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ANEXOS

Foto 2. Halo de inhibicion producido por el extracto crudo de acetona de Rhopalaea sp. contra

Staphyloccocus aureus
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Foto 3. Halos de inhibicion producidos por la fraccion 4 de la ascidia Rhopalaea sp. contra

Staphylococcus aureus

Foto 4. Blanco del bioensayo
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